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0 Transgener Pathogen-reslstenter Organismus. 

0 Transgener pathogen-reslstenter Organismus dessen Genom nnindestens zwei unterschiedliche Gene unter 
Kontrolle aktiver Promotoren mit pathogen-inhlbierender Wirkung enthalt. Dieser Organismus zeichnet sich durch 
eine synergistische pathogen-inhbierende Wirkung aus. Diese Wirkung tritt besonders dann auf. wenn die Gene 
ftir die Genprodukte Chitinase (ChiS, ChiG), Glukanase (GluG), Proteinsynthese- Inhibitor (PS!) und antifungales 
Protein (AFP) kodieren. 
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Die Erfindung betrifft einen pathogen-resistenten Organismus sowie ein Verfahren zu dessen Erzeu- 
gung. 

Im Stand der Technik ist bekannt. daB der Befall einer Pflanze durch Pathogene eine Reihe verschiede- 
ner Reaktionen hervorgerufen werden. Dazu gehoren zum Beisplel Veranderungen in der Zellwandstruktur. 
5 die Synthase antimikrobiell wirkender Phytoalexine, die Akkumulation von sogenannten PR-Proteinen 
("Pathogenesis-related"), Protease-lnhibitoren und Enzynne mtt hydrolytischen Funktionen (Hahlbrock und 
Grisebach in Ann. Rev. Plant. Physiol., 30. (1979), 105-130). 

Vtele Pathogene (Pilze und Insekten) weisen als Bestandteil ihrer Zellwand Chitin auf. Demgegenuber 
besitzen PIfanzen kein Chitin. Es ist nun in einigen Fallen nachgewtesen worden. daB PJfanzen nach einem 
10 pathogenen Befall verstarkt Chitinasen produzieren. Chitinasen gehoren zu den Enzynnen mit hydrolyti- 
schen Funktionen und katalysieren den Chltinabbau. Es konnte nun gezeigt werden, daB Pflanzen durch die 
Produktion von Chitinasen eine erhoht© Widerstandsfahigkeit gegen Pathogene erhalten. 

Weiterhin ist die Verwendung eines Gens aus Gerstenpflanzen bekannt, dessen Genprodukt fur einen 
Inhibitor der pilzlichen Proteinsynthese kodiert. Der Einbau eines entsprechenden Inhibitorgens in transge- 
75 nan Pflanzen fUhrte zu einer vert>esserten Pllzresistenz. 

SchlieBlich ist auch bekannt geworden, dafl die Verwendung eines Polypeptids aus Aspergillus gigan- 
teus aufgrund dessen antifungaler Aktivrtat Pflanzen vor einenr) Pilzbefall schutzen kann. 

Gegenuber diesem Stand der Technik besteht aber das Bediirfnis nach der Schaffung weiterer 
transgener pathogen-resistenter Organismen. Daneben sind solche Organismen besonders erwiinscht, 
20 deren Resistenz gegenuber den bekannten Organisnnen Insgesamt vergroBert oder bezuglich der Anzahl 
der moglichen Pathogene verbrertert wird. 

Dieses Problem wird durch einen transgenen pathogen-resistenten Organismus mit den Merkmalen des 
Anspmchs 1 gelost. 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zugrunde. daB der Einbau mindestens zweier unter- 
25 schiedlicher Gene mit pathogen-inhibierender Wirkung in das Genom eines Organismus diesem zu einer 
Resistenz gegen Pathogene verhilft, die weit iiber eine additive Wirkung der Gene jeweils fur sich 
hinausgeht. 

In den Unteranspriichen werden weitere Ausfuhrungsformen der Erfindung angegeben. 
Die Gene kdnnen fur Genprodukte kodieren, die die Vitaiitat von Pilzen herabsetzen. Insbesondere 
30 konnen die Gene pilzlichen, bakteriellen und pflanzllchen, tterischen oder viralen Ursprungs sein. Insbeson- 
dere haben die Genprodukte die Pllzresistenz fbrdernde Eigenschaften. Die Genprodukte sind Chltlnase 
(ChiS, ChlG), Glukanase (GluG), Proteinsynthese-lnhibitor (PSI) und antifungals Protein (AFP). 

Der transgene pathogen-resistente Organismus kann eine Pflanze sein. vorzugsweise handelt es sich 
um Tabak-, Kartoffel-, Erdbeer-. Mais-, Raps- oder Tomaten pflanzen. 
35 Gegenstand der Erfindung sind auch DNA-Ubertragungsvektoren mit Inserierten DNA-Sequenzen, wie 
sle in dieser Beschreibung Im einzelnen angegeben sind. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Erzeugung pathogen-resistenter Organismen, 
wie sle hier beschrieben werden, wobel in das Genom eines Organismus mindestens 1 Gen mit pathogen- 
inhibierender Wirkung transferiert und der pathogen-resistente Organismus 
40 (a) durch Kreuzung des Organismus mit einem gegebenenfalls transgenen welteren Organismus, der 
mindestens ein anderes Gen mit pathogen-inhibierender Wirkung enthalt. und anschlieflende Selektion 
und/oder 

(b) durch Transformation dieses anderen Gens mit pathogen-inhibierender Wirkung in den Organismus 
erhalten wird. Das Verfahren kann mit DNA-Ubertragungsvektoren mit inserierten DNA-Sequenzen 
45 entsprechend einem Gen mit pathogen-inhibierender Wirkung, wie hier beschrieben, venwendet werden. 

SchlieBlich ist ein Verfahren zur Erzeugung pathogen-resistenter Organismen Gegenstand der Erfin- 
dung, wobel zur Transfonmation In das Genom eines Organismus Vektoren verwendet werden, die mehr als 
ein Gen mit pathogerwnhlbierender Wirkung umfassen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Gewahrleistung der Resistenz von Organismen 
so gegen Pathogene, dadurch gekennzelchnet, daB als Organismus ein transgener pathogen-resistenter 
Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 7 oder ein Organismus, dessen Genom mindestens ein Gen 
gemafl den hier venwendeten Definitlonen (siehe Anspruche 1 bis 7) enthalt, verwendet und auf den 
Organismus mindestens eine Substanz aufgebracht wird, die nicht durch den Organismus exprimiert wird, 
aber irgendeinem anderen der Genprodukte gemaB den in dieser Anmeldung gegebenen Deflnitionen 
55 (Anspruche 1 bis 7) entspricht. 

Die synergistischen Wirkungen konnten ganz besonders mit transgenen pathogen-resistenten Organis- 
men erzielt werden. auf die Gensequenzen transferiert oder transfiziert waren, die fOr Proteine der 
anhangenden Sequenzprotokoile A bis E kodierten bzw. diesen entsprachen. 
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ChiS: 

Aus dem Bodenbakterium Serratia marcescens wurde ein 1 ,8 Kb groBes DNA Fragment isoliert, daB fur 
eine Chitinase, genannt ChiS. kodiert. In vitro Untersuchungen mit gereinigtenn ChiS-Protein zeigten, daB es 
5 in ge ring en Konzentrationen bereits das Wachstum von Pilzen wirksam inhibieren kann. Die Ursache fur die 
Inhibition ist, dafl das ChiS-Protein iiber eine Chitinaseaktivitat verfugt, mit der die Hyphenspltzen des 
Pilzes zerstort werden kSnnen. Auf diese Weise kann der Pllz nicht weiterwachsen und wird inhibiert. 

PSI: 

10 

Das PSI-Gen stammt aus Gerste und kodiert fur ein Protein, welches die Proteinsynthese von Pilzen 
inhibiert. Nach In vitro Tests reichen bereits geringe Konzentrationen PSI aus, um diverse Pilze wie zum 
Belspiel Rhizoctonia solani zu inhibieren. 

75 AFP: 

Aus der Fermentationsbruhe von Aspergillus giganteus kann ein Polypeptid tsoliert und sequenziert 
werden, welches uber antifungale Aktivitat verfugt. Dieses Polypeptid eignet sich als antifungals Agens, 
z.B. als Spruhmitte! und als Konservierungsstoff ftir technische Produkte und Nahrungs- und Futtermittel. Es 
20 kann weiterhin mit anderen pestizid wirksamen Stoffen. Dungemittein oder Wachstumsregulatoren kombi- 
niert werden. Inhibitorische Aktivitaten gegen Pilze konnten unter Anderem gegen verschiedene Aspergillus- 
, Fusarien-. Phytophthcra- und Trichophyton-Arten nachgewlesen werden. 

ChiG und QluG: 

25 

Aus bestimmten Gerstearten lassen sich zwei Gene isolieren, die fur eine Chitinase (ChiG) bzw. 
Glukanase (GluG) kodieren. Gerelnigtes ChiG-Protein Oder GluG-ProteIn inhibiert in vitro diverse pflanzen- 
pathogene Pilze (u.A. Rhizoctonia solani) (siehe R. Leah et al,. Journal of Biological Chemistry, Vol. 266, 
No. 3 (1 991 ), Seiten 1 564-1 573). 
30 Die Erfinder haben nun vdllig uberraschend festgestellt, daB die mindestens zweifache kombinlerte 
Expression von PSI, AFP, ChiS, ChiG oder GluG bezugiich der ePA^orbenen Pilzresistenz bei transgenen 
Pflanzen zu synergistischen Effekten fuhrt. Insbesondere werden die Wirkungen der Einzelsubstanzen in 
der Kombination deutlich ubertroffen. Hierzu gehoren die Resistenz gegen den Pilz Rhizoctonia solani, 
Sclerotinia-Befall, Botrytis-Befall usw. 

35 

, ErfindungsgemaBe Kombinatlonen sind (DNA und/oder Polypeptide): 
(Zweierkombinationen) 

40 

ChiS, GluG; ChiS, PSI; ChiS, ChiG; ChiS, AFP; GluG, PSI; GluG, 
ChiG; GluG, AFP; PSI, ChiG; PSI, AFP; 

45 

(Dreierkombinationen) 

ChiS, GluG, PSI; ChiS, GluG, ChiG; ChiS, GluG, AFP; GluG, PSI, 
^ ChiG; GluG, PSI, AFP; PSI, ChiG, AFP; ChiG, AFP, GluG 

(Viererkombinationen) 
55 ChiS, GluG, PSI, AFP; ChiS, GluG, PSI, ChiG; 
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(Funferkombination) 

Chis. GIuG, PS!. AFP. ChiG 

5 Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die kombinierte Verwendung der Proteine mit pathogen- 
inhibierender Wirkung, vorzugsweise ChiS, PSI. AFP, ChiG und QluG, gegen Pathogens, Kombinierte 
Verwendung bedeutet hier auch. daB mindestens sine erste pathogene inhiblerende Substanz von dem 
Organismus exprimiert und nnindestens sine zweite Substanz. die pathogen inhiblerende Wirkung hat, von 
auBen auf den Organismus aufgebracht wird. 

10 Zu den erfindungsgemaBen MItteIn zahlen auch jene, die die oben genannten Proteine in mindestens 
zweifacher Kombination enthalten. Die erfindungsgemaBen Mittel kSnnen neben den Proteinen weitere 
Wirkstoffe enthalten. Diese weiteren Wirkstoffe konnen Pestizide, DQngemittel und/oder Wachstumsregula- 
toren sein, die erfindungsgemaBen Mittel konnen zudem in unterschiedlichen Formulierungen bereitgestellt 
werden, wie Konzentrate, Emulslonen, Pulver, Formulierungen auf Tragerstoffen, Mischungen mit anderen 

75 Wirkstoffen, etc. Besonders bevorzugt wird die Kombination ChiS/PSI und AFP/PS I. Diese Proteine konnen 
besonders wirksam zur Wachstumshemmung von Rhizoctonia solani, insbesondere bei Tabakpflanzenkultu- 
ren, eingesetzt werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung einer DNA-Sequenz in einem erfindungsgemaBen 
Verfahren. die mindestens fur ein Polypeptid der Sequenzen A bis E kodlert, bzw. ein pathogen-resistenter 

20 Organismus, wobei dessen Genom mindestens zwei unterschledliche Gene unter der Kontrolle aktiver 
Promotoren mit pathogen-inhibierender Wirkung enthalt, wobei die Gene jeweils aus der Gruppe der 
Sequenzen A bis E ausgewahit sind. Die Erfindung schlieBt weiterhin DNA-Sequenzen ein, die mit einer 
DNA-Sequenz hybridisiert, welche fur Polypeptide der Aminosauresequenzen A bis E kodlert. wobei diese 
DNA-Sequenzen naturiichen synthetischen oder halbsynthetischen Ursprungs sein kann und mit der zuvor 

25 genannten DNA-Sequenz durch Mutationen, Nukleotidsubstitutionen. Nukleotiddeletionen, Nukleotidinsertio- 
nen und Inversionen von Nukleotldfolgen verwandt sein kann und fur ein Polypeptid mit pathogener 
Wirksamkeit kodlert. Gegenstand der Erfindung ist welter noch ein rekombinantes DNA-Molekul, welches 
mindestens eine DNA-Sequenz nach den vorstehenden Ausfuhrungen enthalt, wobei dieses DNA-Motekul 
als Klonierungs- oder Expression svektor vorliegen kann. 

30 Gegenstand der Erfindung sind entsprechende Wirtsorganismen und Zwischenwirte, die mit einem 
rekombinanten DNA-Molekul nach den vorstehenden Ausfuhrungen transformiert sind. Als Zwischenwirt bei 
der Erzeugung eines pathogen-reslstenten transgenen Organismus werden Bakerienstamme bevorzugt, 
insbesondere sogenannte Agrobakerienstamme. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenen 

35 transgenen pathogen-resistenten Organismen, insbesondere Tabak-, Kartoffel-, Mais-, Erbsen-, Raps- und 
Tomatenpflanzen. 

Die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen werden In der Regel zusammen mit einem Promoter transfe- 
rlert. Promotorsequenzen werden vom pflanzlichen Transskriptionsapparat erkannt und fuhren somit zu 
einer konstitutlven Expression des mit ihnen verbundenen Gens in Pflanzen. Der Promoter kann aber auch 
40 Pathogen-induzierbar und/oder verwundungs-induzierbar (WUN1) und/oder gewebespezifisch und/oder ent- 
wtcklungsspezifisch sein. 

Die zur Durchfuhrung der Erfindung erf order lichen gentechnologischen Arbeiten, insbesondere zur 
Expression des Gens in Pflanzen, sind allgemein bekannt. Beispielsweise aus der Verdffentlichung von 
Maniatis et a), in "Molecular cloning: A laboratory manual", Cold Spring Harbour (1982) 
45 Die Erfindung wird In den folgenden Beispielen naher eriautert. 

Alle mokekularbiologlschen Standard-Methoden wurden, sofern nicht anders angegeben. wie bei Mania- 
tis et al. "Molecular cloning: a laboratory manual", Cold Spring Harbour, (1982) beschrieben, durchgefuhrt. 

Die fur die Aminosauresequenzen A bis E kodierende DNA wurde zunachst in an sich bekannter Weise 
kloniert und dann durch Konjugation nach A. Tumefaciens LBA 4404 (A. Hoekema et al.. Nature 303, 179- 
50 1 80) transferiert. Dies geschah nach der von Van Haute et al. in EMBO J. 2, 411-418 (1983), beschriebenen 
Methode. 

Die Uberprufung der DNA-Transfers in das Agrobakterium erfolgte durch die Isolierung von Agrobakte- 
rien-DNA nach der von Ebert et al. In Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 5745-5749 (1987), geschilderten 
Methode. Die Restriktionsspaltung der DNA, der Transfer auf Hybond-N-Membran (Amersheim) und die 
55 Hybridisierung gegen eine radioaktiv markierte DNA-Sonde gaben AufschluB uber einen erfolgreichen DNA- 
Transfer in das Agrobakterium. 

Mittels des transformierten Agrobakteriums wurden wiederum Tabak-, Raps-, Erdbeer-, Tomaten- und 
Kartoffelpflanzen transformiert. 
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Die zur Infektion benotigten Agrobakterien LBA 4404 wurden in selektivem Antibiotika-Medium angezo- 
gen (P. Zambrisky et al. in EMBO J.. 1^, 147-152 (1983)), durch Zentrifugation sedimentiert und in YEB- 
Medium ohne Antibiotika gewaschen (YEB = 0,5% Fleisch-Extrakt; 0,2% Hefeextrakt; 0,5% Pepton; 0,5% 
Saccharose; 2mM MgSO*). Nach emeuter Sedimentation und Aufnahme in MgSO* konnten die Bakterien 
6 zur Infektion verwendet werden. 

Zur Infektion wurde die sogenannte Blattscheibenmethode eingesetzt. 

Fur die Blattscheiben-lnfektion wurden sterile Blatter venwendet. Etwa 1 cm groSe Blattstucke werden in 
die zuvor beschriebene Agrobakteriensuspension eingetaucht und anschlieBend auf 3MS-Medium uberfuhrt 
(Medium nach T. Murashige und F. Skoog in Physiol. Plant, 15, 473-497 (1962); SMS = MS + 3% 
70 Saccharose). Nach zweitagiger Inkubation bei 16 Stunden Licht und 25 bis 27 wurden die Blattstucke 
auf MSCl6-Medium (nach T. Murashige (siehe oben); MSC16 = MS + 0,5 ag/ml BAP + 0.1 ug/ml NAA 
+ 100 ug/ml Kanamycinsulfat + 500 ug/ml Claforan) uberfOhrt. Nach 4-6 Wochen erscheinende Sprosse 
wurden abgeschnitten und auf MSC15-Medium (nach Murashige (siehe oben); MSC15 = MS + 2% 
Saccharose, 500 ug/ml Claforan + 100 ug/ml Kanamycinsulfat) umgesetzt. Sprosse mit Wurzelbildung 
;5 wurden welter analysiert. 

Monokotyledone Pflanzen (u. a. Mais), zum Teil aber auch dikolyte Pflanzen wurden mittels direktem 
Gentransfer in Protoplasten transformiert. Diese Protoplasten wurden anschlieBend zu intakten Pflanzen 
regeneriert (Beispiel: J. Potrykus In Biotechnology 8 (1990) 535). 

Die erhaftenen transgenen Pflanzen wurden zu Testzwecken mit dem Pilz Rhizoctonia solani infiziert. 
20 Hierzu wurden Pilzkulturen gezuchtet und in Einheitserde grundlich vermischt. Diese Erde wurde dann in 
einer Schaie verteilt und mit den zu testenden Pflanzen bepflanzt. 

Zur Auswertung wurde jeder RIanze einer Schaie ein Wert von 0 bis 3 zugeordnet Daraus konnte fur 
jede Pflanzenlinie ein Index berechnet werden. der sich aus der Summe der Werte ergab. Die Einteilung ist 
wie folgt: 

25 0 = Ohne Symptome (gesund) 

1 = leicht reduzierte GrfiBe (gegenuber einer nicht-infizierten Kontrolle); kein bis sehr geringer 

sichtbarer Befall 

2 = Starke Wachstumsreduktion; schwere Befallssymptome 

3 = tot 

30 Die Bewertung erfolgt jeweils 14 Tage nach Start der Versuchsreihe. 



Beispie! 1 : 



Piizinhibitionstest mit kombinierten Proteinen 

35 

Es sollte zunachst einmal gezeigt werden, daB die hier verwendeten Proteine In ihrer Kombination 
synergistische Wirkungen haben. Hierzu wurden in vitro Pilzwachstumstests durchgefiihrt. 

Hierbel wurde eine definierte Menge an Rhizoctonia solani Pilzmycel mit 100 ul-Kartoffel-Dextroselo- 
sung versetzt und in Mikrotiterplatten bei 25 • C inkubiert. Dabei korreliert das Wachstum des Pilzes mit der 

40 Zunahme der optischen Dichte bei 405 Nanometer linear. Die inhibierende Wirkung von Proteinen kann 
anhand eines geringeren Anstiegs der optischen Dichte nachgewiesen werden. 

Aus einer Fliissigkultur von R. Solani wurden 2-3 Mycelballchen entnommen, in einem EppendorfgefaB 
mit 100 ul KGB-Medium versetzt und mit einem Glasmdrser vorsichtig homogenisiert. Diese Suspension 
wurde dann mit 10 ml KGB-Medium gemischt und durch ein steriles 100 um Sieb gegeben. Die optische 

45 Dichte dieser Mycelfragment-Suspenslon (100 ul-AIiquot) wurde durch Zugabe von Medium auf einen Wert 
von 0.06-0.07 bei 405 Nanometer eingestellt. Je 100 ill wurden auf eine Mikrotiterplatte gegeben und mit 
den zu testenden Proteinen versetzt. Pro Ansatz wurden 7 Parallelen gemessen. Als Kontrolle dienen 
Ansatze, die mit den entsprechenden Mengen an Puffer versetzt wurden. Die Platten wurden uber 48 
Stunden bei 25*C im Dunkein inkubiert und die optische Dichte der Kulturen in regelmaBigen Abstanden 

60 gemessen. 

Ob zwei Proteine bei der Wachstumshemmung des Pilzes in additiver synergistischer oder antagonisti- 
scher Weise zusammenwirken, laSt sich aus den gemessenen Daten mit Hilfe der im folgenden beschriebe- 
nen und allgemeinen angewandten Colby-Forme! errechnen (S. R. Colby in Wheeds. 15 (1967), 20-22). 

Hierzu war es zunachst notwendig, die bei einem additiven Verhaiten theoretisch zu erwartende 
55 Wachstumshemmung E (der erwartete Wirkungsgrad) zu berechnen. Dieser Ist gegeben durch: 



E = W1 + W2 - ((W1 X W2)/100) 
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Dabei geben W1 und W2 die Wirkungsgrade der einzelnen Proteine an, worunter man die prozentuale 
Abweichung der Wachstumskurve (in Anwesenheit des Proteins) von der unbehandelten Kontrolle versteht. 
Der Wirkungsgrad fur ein Protein 1st (zu einem bestimmten Zeitpunkt der Wachstumskurve) gegeben durch: 

5 W1 = (OD(K)-OD(P))/OD(K)X100 (Prozent) 

HIerbei ist OD(K) die optische Dichte der unbehandelten Kontrolle und OD(P) die optische Dichte der mil 
dem Protein behandelten Kultur. 

Bei der kombinierten Anwendung von zwei Proteinen waren somit folgende Aussagen mdglich: Ist der 
10 im Experiment gemessene Wirkungsgrad G glelch dem Enwartungswert E, so handelt es sich um ein 
additives Verhalten. Ist G hingegen grfifier als E. so liegt synergistisches Verhalten vor. 

Unter VenA^endung dieses PrOfmodells ergaben sich fur die im Beispiel verwendeten Proteine ChiS, 
PSI, AFP, ChiG und GluG uberraschenderweise synergistische Hemmeffekte gegen diverse Pilze, wobei 
diese Effekte sowohl durch die Kombination zweier Proteinarten, als auch durch die Mehrfachkombination 
75 der obengenannten Proteine errelcht wurde. 

Beispielsweise wurde aus der Kombination von ChiS und PSI-Protein, bzw. aus der Kombination von 
AFP- und PSI-Protein gegen den Pilz Rhizoctonia solani folgende Werte ermittelt (je zwei verschiedene 
ChiS und AFP-Konzentratlonen bei konstanter RIP-Konzentratlon): 

20 ChiS + PSI: 

Die Erwartungswerte waren: El = 29,9% und E2 = 44,5% 
Die gemessenen Werte waren: G1 = 60,4% und G2 = 64,1% 
Die Proteine ChiS und PSI wirken also bei der Wachstumshemmung von R. Solani in synergistischer Weise 
25 zusammen. 

Die Fig. 1 zeigt die Ergebnisse, die mit der Kombination der Proteine, als auch mit den Einzelsubstan- 
zen erhalten wurden, Nach der Figur werden verschiedene ChiS-Konzentrationen (0,5 ug/ml bzw. 0.05 
ug/ml) mit PSi-Protein (1 ,0 ug/ml) kombiniert. 

30 AFP + PSI: 

Die Erwartungswerte waren: El = 39,9% und E2 = 41,9% 

Die gemessenen Werte waren: G1 = 57,7% und G2 = 65,4% 
Auch die Kombination AFP und PSI zeigt demnach eine synergistische Wachstumshemmung des Pilzes R. 
35 Solani an. In der Rg. 2 werden die Testergebnisse bei verschiedenen AFP-Konzentrationen (0,4 ug/ml bzw. 
0,04 ug/ml) mit PSI-Protein (1,0 ug/ml) kombiniert angegeben. 

Beispiel 2: 

40 Transgene Pflanzen 

Um die erfindungsgemafien Organismen mit synergistisch zusammenwirkenden DNA-Sequenzen zu 
erhalten, wurden zunachst transgene Pflanzen erzeugt, die mindestens eines der synergistisch zusammen- 
wirkenden Gene enthielten. 

45 

ChiS in transgenen Pflanzen 

Es wurde zunachst ein ChiS-Gen mit pflanzlichen Regulations-sequenzen fusioniert. 
Ein 1,8 Kb groBes ChiS-Gen wurde durch die Venwendung von synthetlschen Oligonukleotiden nach der 
50 Dideoxy-sequenzierungsmethode von Sanger et al. in Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74, (1977), 5463-5467, 
sequenziert. 

Der aus dem Blumenkohlmosaikvirus (CamV) stammende 35S-Promotor (400 bp (nach TSpfer et al. in 
Nucl. Acid, Res., 15 (1987) 5890)) wurde transskriptionell mit dem ChiS-Gen fusioniert. 3* vom ChiS-Gen 
wurde das 0,2 Kb groBe Terminationssignal des 35S-Gens des CamV verwendet, dessen Funktionalitat in 
55 dikotylen Pflanzen bekannt ist. Das chimare Gen 35S-ChiS wurde in den Vektor pLS034 kloniert. mittels des 
Agrobakteriums tumefaciens-Transformationssy stems in Tabak- und Kartoffelpflanzen transformiert und 
Kanamycin-resistente Pflanzen regeneriert. 
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In den erhaltenen Pflanzen konnte sowohl das ChiS*Gen als auch die entsprechende mRNA sowie das 
Genproduktprotein nachgewiesen warden. 

PSI in transgenen Pflanzen 

5 

Aus reifen Gerstesamen (Hordeunri vulgare L. cv. Piggy) wurde zunachst PolyA*" RNA isoliert und in 
einer cDNA-Genbank in X-gt-11-Phagen abgelegt. Die Einzelheiten des Verfahrens sind R. Lea in Plant. 
Biol.. 12 (1989), 673-682, zu entnehnnen. Mit Hilfe monospezifischer PSI-Antikdrper wurden dann cDNA- 
* Klone identifiziert. 

10 Im AnschluB daran wurden die PSI-positiven X-gM1-Phagen isoliert, welter kloniert und nach der oben 
angegebenen Dideoxy-sequenzierungsmethode von Sanger et al. sequenziert. Die in E. Coli geklonte DNA 
wurde dann in der oben beschriebenen Weise durch Konjugation aul das Agrobakterium tumefaciens 
LBA4404 ubertragen. 

Sowohl das transferierte Gen als auch mRNA und Genprodukt konnte n in entsprechenden transgenen 
IS Tabak-, Kartoffel-, Raps-, Erdbeer- und Tomatenpflanzen nachgewiesen werden. 

AFP in transgenen RIanzen 

Die cDNA-Sequenz des antifungischen Peptids wird fUr die Klonierung im Vektor mit Enden versehen, 
20 die in BamH1- und Sail -Restriktionsschnittstel ten ligiert werden konnen. Als Klonierungsvektor wurde 
pDH51 (Pietrzak et al. in Nucl. Acids Res. 14 (1986), 5857) verwendet. Der Vektor pDH5i wurde mit den 
Restriktionsenzymen Bam HI und Sail zwischen Promoter und Terminator gefiffnet. Der Vektor pDH51 ist 
ein pUC18-Derivat, das Promoter- und Tenminatorsequenzen des 35S-Transkripts aus Blumenkohlmosaikvi- 
rus enthalt. Diese Sequenzen werden vom pflanzlichen Transskriptionsapparat erkannt und fuhren zu einer 
25 starken konstitutiven Expression des mit ihnen verbundenen Gens in PIfanzen. Die DNA des antifungischen 
Peptids wird dann uber die BamHI und Sal1-Schnittstelle in den Vektor kloniert. SchlieBlich wird die 
Transskriptionseinheit - Promoter, Gen und Terminator - mit dem Restriktionsenzym EcoRI aus dem Vektor 
herausgeschnitlen und in einen Pftanzentransformationsvektor kloniert. Als Pflanzentransformationsvektor 
konnen zum Beispiel folgende Vektoren bzw. ihre Derivate verwendet werden: 
30 pOCAia (Olszewski et al. in Nucl. Acids Res., 16 (1988), 10765) pPCVSIO (Koncz und Shell in MGG 
204 (1986). 383) und pBin19 (Bevan et al. Nucl. Acids. Res. 12 (1984) 8711) 

Nachdem die Transskriptionseinheit und der Vektor Ciber die EcoRI-Schnittstelle ligiert wurde, wurde das 
Konstrukt in den Agrobakterienstamm MP90RK (Koncz und Shell (siehe oben)) oder 1HA101 (Hood et al. in 
J. Bacteriol. 168 (1986), 1291) konjugiert. 
35 Transgene Tabak-, Kartoffel-, Erdbeer-, Raps- und Tomatenpflanzen wurden dann nach der oben 
beschriebenen Methode transformiert. Transform ierte Sprosse werden aufgrund der mitubertragenen Resi- 
stenz gegen das Antibiotikum Kanamycin selektioniert. Durch DNA-Analyse (Southern Blotting), RNA- 
Analyse (Northern Blotting) und Proteinanalyse mit spezifischen Antikorpern (Western Blotting) wurde die 
Expression des antifungischen Proteins in den transform! erten Nutzpflanzen uberpruft und bestatigt. 

40 

ChiG und GluG in transgenen Pflanzen 

Analog zu den zuvor beschriebenen Pflanzen konnten ChiG- bzw. GluG-transgene Pflanzen erhaHen 
werden, die sowohl Southern-. Northern- als auch Western-positiv waren. 

45 

ChiS, PSI. AFP, ChiG, GluG in transgenen monokotylen RIanzen 

Die zuvor genannten Gene konnten mittels direktem Gentransfer in das Genom monokotyler Pflanzen 
wie beispielsweise Mais integriert werden. Hierbei wurden transgene Pflanzen erhalten. die sowohl Sou- 
50 thern- als auch Northern- und Western-positiv waren. 

Kombination verschtedener Pilzresistenzgene in transgenen Pflanzen 

Die zuvor erhaltenen Tabak-, Mats-, Raps-. Erdbeer-. Kartoffel- und Tomatenpflanzen wurden miteinan- 
55 der gekreuzt und auf RIanzen selektioniert, die jeweits die Pilzresistenzgene beider Eltern beeinhalteten. 
DarOberhinaus wurden transgene RIanzen dadurch erhalten, da6 sie zunachst mit einem und dann mit 
einem oder mehreren weiteren Gen transformiert wurden. SchlieBlich wurden auch noch RIanzen mit 
Vektoren transformiert, die verschiedene Resistenzgene beeinharteten. Mit diesem Pflanzengut wurden 
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Pilzresistenztests gemacht. Oberraschenderweise sind in alien Fallen nicht nur additive Effekte bezuglich 
der Pilzresistenz zu beobachten, sondern synergistische Effekte. 

Betspielsweise zeigt eine Tabakpflanze, die ChiS und PSI exprimiert, eine wesentlich starkere Wider- 
standsfahigkeit gegen Rhizoctonia-Befall als die Pflanzen, die entweder nur ChiS Oder PSI exprimierten, 
Oder die sich aus der additiven Widerstandsfahigkeit ergeben wurde. 

Etn synergistischer Hemmeffekt ergibt sich auch aus der kombinierten Expression von PSI- und AFP- 
transgenen Tabak gegen Rhizoctonia solani Befall. Auch die zwei- Oder mehrfache Kombination verschiede- 
ner Gene (ChiS, RIP, AFP. ChlG und GluG) in den unterschiedlichsten transgenen Pflanzen fuhrte zu 
synergistischen Hemmeffekten gegen diverse Pilze. 

Wahrend Wildtyppflanzen bei Tests mit 20 Samlingen Indexwerte von 38 bis 46 aufweisen, erweist sich 
bei erfindungsgemaBen transgenem Tabak, daB dieser in Anwesenheit des Pilzes Rhizoctonia solani so gut 
wachst wie Kontrollpflanzen (Indexwert 10-12), die auf Rhizoctonia-freiem Boden kultiviert wurden. 

Seauenz protoXoll A bzw. A' (AFPl : 

Seq IDNo. : 1 (A) 

Art der Sequenz: Vollstandige Nukleotidsequenz mit entsprechen- 
dem Protein, soweit es diarch ein offenes Ableseraster codiert 
wird, wirksames Protein (A*) 
Sequenzlange: 51 Aminosauren (A') 

Strangf orm: Einzelstrang 

Topologie: linear 

Art des Molekiils: cDNA 

Urspriingliche Herkunft: Fermentationsbriihe von Aspergillus gi- 
ganteus 

Name: Antif ungisches Peptid (AFP) 
Merkmale (A) : 

Offenes Ableseraster von 177 Nukleotiden, die N-terminale 
Aminosaure des wirksamen Proteins ist mit * markiert. 

Eigenschaf ten: Antif ungisches Agens, insbesondere gegen Rhizoc- 
tonia solani, verschiedene Aspergillus-, Fusarien- und Tricho- 
phyton -Art en . 
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B 

TTGCCACCCCCGTTGAAKCGATTCTCTCA^ 

1 — ♦ — ♦ ♦ ♦ 60 

AACCXrrGGGGGCAACTOCCCTAAC3AGAGTCXX;GACCACW 

M Q E N R - 

OCGCOCGmrCKKXIACATACAATCCrcAAATGCTACAAGAAGGATAAT^ 

6l > > - ♦ > > 120 

CGCCCCCAAAACCGOIOTATGTIACCGTlTACaATaflTOT 

ARVLATYNOKCYKKDNICKy - 

AAGGCACAGAGCGGCAAGACTGCCAmGCAAGTGCTATGTCAAAAAGTCCCCCCCX^ 

121 ♦ * ^ ^ * 180 

TTCCCntriXrrcGCCGTTCTGACGGTAAACGTTCACGATACAGm 

KAQSGKTAICKCYVKKCPRD - 

GGCOCGAAATOCGACTlTrGACAGCTACAAGGGQAAaTOCTACTOT 

l8l * ♦ ♦ ^^0 

CCGCOCTTrACCCTCAAACTGTCaATCTTCCCCTrC^^ 

GAKCEFDSYKGKCYC* 

GGGACGAAGTAOGCTGGGGGriTATmACTCTOCT 

241 — * * 275 

CCCTGCTTCATCCaACCCCCAATAAAATGAGACCA 
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Seauenzprotokoll B bzv. B * fPSI) : 



Seq IDNo. : 2 

Art der Sequenz: Nukleotid rait entsprechendem Protein 

Sequenzlange: 1078 Basenpaare (B' = unvollstMndiger 

PSI-cDNA-Klon) 

Strangf orra : Einzelstrang 

Topologie: linear 

Art des Molekiils: komplementar DNA 

Urspungliche Herkunft: Gerstesamen (Hordeum vulgare L.cv. 
Piggy) 

Unmittelbare experiraentelle Herkunft: cDNA-Genbank in 
/2.-gt- 1 1 -Phagen 

Name : Proteinsyntheseinhibitor 
Merkmale: 

42 bp-lange 5 * -nicht-iibersetzende Region 

Offenes Ableseraster von 843 Basenpaaren (das Stopcodon ist rait, 
einem Sternchen markiert) 

193 basenpaarlanges 3 ' -nicht-ubersetztes Ende, 
raogliche Polyadenylierungssignale sind unterstrichen 
Eigenschaf ten: 

Antifungal wirksain, insbesondere gegen Sporen von Trichoderma 
reesii und fusarium sporotrichoides sowie gegen Rhizoctonia 
soiani. 

-"TTAATAGCJkCArCTTGTCCGTCTTAGCTTTGCXTTACATCCXTGGCGGCAAXGATGGCG 

* M A A K M X 

-1 1 



/iUlGAACCTGGACAJUXrCCCrCrrCAGCCCGXCCTTaUlCCTCCXCC^ 
KNVDKPLrTATrHVQAS SAD 
10 20 



tACGCCACCTTCATCCCCGGCATCCGCAACAAGCTCCGCAACCCGCCGCACTTCTCCCAC 
yATFIAGlKMKX.KMFABrSB 
30 40 
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XKCCGCCCCCTGCTCCCGCCGCTCGXGCCCXXCCTCCCCCCCXCCXCCTGCTTCCXCCTC 
NRPVLPFVrPNVFPSRIirBV 
50 «0 

GTGCTCXAGGCCTCCCCCXCCXGCCCCGGGCTCXCGCTCGCCXTTCGGGCGGACAACXTC 
VLKASP T SXCLTLAIRXDNI 
70 80 



TACCTGGAGGGCTTCAAGAGCAGCGACGGCACCTGGTGGGXGCTCACCCCGGGCCTCATC 
YLECrKSSDGTWIlELTPCLI 
90 100 

CCCGGCGCCACCTACGTCGGGTTCGGCGCaiCCTACCGCGACCTCCTCGGCGACACCGAC 
PGATYVGF GGTYRDLLGDTD 
110 120 

AAGCTGACCAACGTCGCTCTCGGCCGCCAGCAGCTCCCGG^CCCGGTGACCGCCCTCCXC 

KL tnvalcrq qlaDavtalh 

130 1^0 



sggcgcaccaaggccgacaagccgtccggcccgaxgcagcagcxggcgagggaggcggtg 

GRTKADKPSGPKQQQAREAV 

150 160 



CGACGCTGCTCCTCATGGTGAACGAGGCCACGCGGTTCCAGACGGTGTCTGGGTTCGTG 
T T I* L LMVNX ATRrQTV S G TV 
170 180 



:;CCGGGTTGC7GCACCCCAAGGCGG7GGAGAXGAAGAGCGGGAAGJITCGGC:AATGAGXTG 
AGLLBPKAVCKXSGXIGMSM 
190 200 



UIGGCCCAGGTGAACGGGTGGCAGGACCTGTCCGCGGCGCTGCTGAAGACGGACGTGAAG 
KAQV HGVQDLSAALLXT DVX 
210 220 



^CTCCGCCGGGAAAGTCGCCAGCGAAGTTCGCGCCGATCGAGAXGATGGGCGTGAGGACG 
"pPP GKSPAXFAPIEXMGVRT 
230 240 
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CCTGTACACCCCCCCAACACGCTGGGGATCCTCCTGTTCGTGGAGGTCCCGGGTGGGTTC 
AVQXAKTtCILLrVEVP GGL 

250 



ACGGTGGCCAAGGCGCTGGXGCTGTTCCXTGCGAGTGGTGGGAAXTAGCTAGTTTTCCAG 
TVAKALELFBASCGK* 

GTATACCTGCATGGGTAGTGTAAAAGTCGAATAAACATGTCACAGAGTGACGGACTGATA 

T ^UlTAAATAAATAAAC GTGTCACAGAGTTACATATAAACA AATAAATAAA TAATTAAAX 

ATGTCCAGTTTA47 



-^eCTea.eca.CGCTGCTCCTCATCCTSAXCGJlGCCCXCGCGCTTCCAGACGGTCTCGCGG 
X V T T ILLMVHEATRFQTVSG 
* ^ ^ * 170 180 



rTCGTGGCCGGGCIGCTGCACCCCAAGGCGGTGGAGAAGAACAGCGGGAAGATCGGCAAT 
v'^i G LI.HPKAVEKKS GKI GH 

190 200 

SAGATGAAGGCCCAGGTGAACGGGTGGCaiGGACCTGTCCCCGGCGCTGCTGAAGACGGAC 
EMKAQVMGWQD LSAAL L KTD 

210 220 

CTtSAAGCCCCCGCCGGGAAAGTCGCCAGCGAAGTTCACGCCGATCGAGAAGAIGGGCGTG 
V K P PPCXSPAKFTPl EKMGV 

230 240 

AGGACTCCTGAGCAGGCTGCGGCTACrrrGGGGATCCTGCTGTTCGTTGAGCTGCCGGGT 
» T AEQAAATLGlLirv rVPG 

250 260 



GGGTTGACGGTGGCCAAGGCGCTGGAGCTGTTTCATGCGAGTGGTGGGAAATAGGTAGTT 
CLTVAKALCLFBAS G6K* 

270 280 



TTCCAGGTATACCTCCATGGGTAAATGTAAAACTC GAATAAAA ATGTCACAGAGTGACGG 
ACTGATAT AAATAAATTAATAAAC ATGTCATCATCACTGACAGACTCATATAAATAAATA 
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SeouenzDrotokoll C fChiS^ : 
Seq IDNo.: 3 

Art der Sequenz: Nukleotid 

Strangform: Einzelstrang (der aktivierte Strang ist 

Doppelstrang) 

Topologie : 1 inear 

Art des MolekUls: cDNA 

Unmittelbare experimentelle Herlcunft: Plasmid pLChiS aus dem 
Coli-Stamm A 5187 

Urspriingliche Herkunft: Cosmidbank aus Serratia Marcescens 
Name: ChiS-Protein (Chitinase) 
Eigenschaften: Exo-Chitinase 

C 

1 CAGGGCCnTG TCAATAATGA CAACACCCTQ QCTGAAGACT GTGCTGCAAT 
51 ACTGATAAAT ATTTATCTIT CCTTAATAGA AAATTCACTA TCCTTATITG 

101 TCATGrnrrc mrAnrAT atgaaaataa attcacgctt gctgaataaa 

151 ACCCACITGA TACCGCTCTT (jnTlT GCGC CTmTTATr TATACTACTG 

201 AATCrrACCCG CTGGGAATGA TTATTTCCSCC ACCTTGGAAAG ACGCTGITGT 

251 TATTTATTGA mTAACCTT CGCGGATTAT TGCGGAATTT TTrCGCTTCG 

301 GCAATGCATC GCGACGATTA ACTCmTAT GmTATCCTC TCGGAATAAA 

351 GGAATCACnr ATGCGCAAAT TTAATAAACC GCTC7ITGGCG CTGrTGATCG 

^01 GCAGCACGCT GTCTTCCGCG GCGCAOGCCG CCGCGCCGQG CAAGCCGACC 

1*51 ATCGCCTGGG GCAACACCAA GTITCGCCATC GrTTGAACnTG ACCAGGCGGC 

501 TACCGCTTAT AATAATTTGG TGAAGCTTAAA AAATGCCGCC GATCnTTCCG 

551 TCTCCTGGAA TTTATGGAAT GGCGACACCG GCACGACGGC AAAAGnTTTA 

601 TTAAATGOCA AAGAGGCCTG GAGTrOGrrCCT TCAACXX3GAT CTTCCGGTAC 
651 OGCGAAmX AAAGTTGAATA AAGGCGGCCG TTATCAAATG CAOGTGGCAC 

701 TOIGCAATGC CGACGQCTGC ACCGCCACTG ACOCCACCGA AATICTOCrA 

751 GCCGACACCG ACGGCAGCCA TTTOOCGCCG TTGAAAGAGC CGCTOCTGGA 
801 AAAGAATAAA CCCTATAAAC AGAACTCCGG CAAAGTGGrTC OCmCTTATT 
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851 TCCTICGACrrG GQQCCrnTAC COOCGCAATT TCACCCTCGA CAAGATCCCG 

901 C3C0CAAAACC TGACCCACCT OCTGTACGGC TTTATCCCGA TCTX3C0CCGG 

951 CAATGOCATC AACGACAGCC TGAAAGAGAT TGAACCCACC TTCCAGGCGT 

1001 TGCAGCOCTC CTOCCACGOC CGCGAGGACT TCAAAGTCTC GATCCACGAT 

1051 CCGTrCCCCC CGCTOCAAAA AOCOCAGAAG GOCGTCACCG CCTQGGATCA 

1101 CCCCTACAAC OCCAACTTCC OCCAOCTOAT GGCQCTGAAG CAOGOGCATC 

1151 CTGACCTGAA AATCCTGCCG TCGATCOOCG OCTOGACGCT ffTCCGACCCG 

1201 TTCTTCTTCA TGGGCGACAA OGTOAAGCOC GATCOCTTCG TCOGTrCGCT 

1251 QAAAGACrrC CTCCAGACCT GGAAdTCTT CGACGGCGTG GATATCGACT 

1301 CXJGACITCCX: GGGCOGCAAA GGCGCX:AACC CTAACCTGCG CAGCCCCCAA 

1351 GACGGGGAAA CCTATCTGCT GCTGATGAAG GAGCTGCGGG CGATGCTGGA 

11*01 TCAOCTCrrCO GTGGAAACCG GCCGCAAGTA TGAGCTGACC TCCGCCATCA 

1^*51 OCGCCGGTAA GGACAAGATC GACAAGGTGG CTTACAACCTr TGCGCAGAAC 

1501 TCGATGGATC ACATCTTCCT GATGAGCTAC GACTTCTATG GCGCCTTCGA 
1551 TCTGAAQAAC CTGGGGCATC AGACCGCGCT GAATQCGCCG GCCTGGAAAC 

IfOl COGACACCGC CTACACCACG GrrGAACGGCC TCAATQCGCT GCTGGCGCAG 
1651 GGCGTCAACC CGGGCAAAAT CCTTCGTCGGC ACCGCCATCT ATGGCCGCGC 
1701 CTGGACCGCG GTGAACGGCT ACCAGAACAA TATTCCCnTC ACCGGCACCG 
1751 CCACCGGGCC GGTITAAAGGC ACCTOOGAGA ACGGTATCCT GGACTACCGC 
1801 CAAATCCCCC GCCACTTCAT GAGCGOCGAG TGGCACTATA CCTACGACGC 
1851 CACGGCGGAA GCGCCTTACG TGTTCAAACC TICCACCGGC GATCTGATCA 
1901 CCTTCGACGA TGCCCGCTCG CTGCAGGCTA AAGGCAAGTA CaiUlTCGAT 
1951 AAGCAGCTGG GCGGCCTCnT CTCCTOOGAG ATCGACOCGG ATAACGGCGA 
2001 TATTCTCAAC AGCATGAACG CCAOCCTOGG CAACAOCOCC GGCCTTTCAAT 
2051 AATCGCTTGC AGTGCrTQCC OOOQGATATC CTTTCGCCCC CGCCTnTTC 
2101 GCCGACGAAA GTITmTAC OCCOCACAGA TnTTGGCTCT GCCCCGAGCA 
2151 AAACGCGCTC ATCCGACTCA CCCmTGGG TAATCCTTCA GCATTTCCTC 
2201 CTCrCTTTAA COGCGATCAC AAAAATAACC GTTCAGATAT TCATCATTCA 
2251 GCAACAAAGT nTGGCGnT TTTAACOGAG TTAAAAACCA OTAAUri'lUl 
2301 GAOOCrrCAGA CTAATGCGCT AAAAATQGQ 
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Seauenzprotokoll D (ChiG^ : 
Seq IDNo. : 4 

Art der Sequenz: NuJcleotid 
Sequenzlange: 1013 Nukleotide 
Art des MoDcekuls: cDNA 

Urspriingliche Herkimft: Gerstesamen (Hordeum vulgar© L.) 

Name: ChiG (Chitinase-G) 

Merkmal: 

63 pb-lange 5*-nicht Ubersetzende Anfangsregion, 798 pb offenes 
Ableseraster, 152 pb-langes 3'-nicht tlbersetztes Ende, Ablese- 
stopcodons sind mit einem Sternchen markiert, die wahrschein- 
lichen signalpeptidsequenzen sind xinterstrichen, die abge- 
leitete Aminos Sur ens equenz eines 26 kD-Chitinase Praproteins 
mit 266 Aminosauren ist unterhalb der Nukleotidsequenz ange- 
geben, die unterstrichene AT-reiche Sequenz bei Position 905 
ist wahrscheinlich ein Polyadenylierungssignal. 

Eigenschaf ten : 

Antifungal wirksam, insbesondere gegen Trichoderma reesii und 
fusarixim sporotrichoides sowie Rhizoctonia solani und Botrytis 
cinerea. 

D CCTACCXatft)tfCCTJUCCC T »UC> CCatf TACCCTJ XiCICIU,iilLiiU CCTCCC CO 
• • 

AOU^TCACIlTCCCTCCCCCt C CT C CT C CCCCTCCT^C C ai C CCTCtf C CA T CC C CATCCCC 130 
-20 -10 

J tf CCCCCCC C CCACC G I CICCTtl CATCCTCTCCCCC gC a C X Lli iC ACCCCATC Clil.rt. ISO 
T»»CtVItIVS»AQrDKIIl.L 
-1 I 10 

CJtf CCCAACCACCCCCCCTCC C»C C C CXA6CS C ?TCTACACCTACC»CC LCi 1U.1U,C C 340 
■ ftWPCACOfcKCfTTTDJirvjL 
20 30 

cc c catf cc c cLi iu, i . B raCT Tccc c * c cA CCc cc>c ccccc A ccccc fcau tfccc citf 300 

40 SO 

cTccccc u.iiCLUfir > r fc c»c cTcc ri > rfl>ff»rr>rcfy;ccmr rccccCACTCc^ 3C0 
y A A r i,AQrsatTTeo« a y a » 

CO 70 

CA CCCC C C CTTeceCTC C C C^lACIUCi ILi i fiClftrr fcfc ffCTCfle C CCTCC T CCttACT A C 430 

p e A r A » GTcrsQtfteAiiDT 
00 to 

CTVSA0«rCAV6KmT T C A C » 

100 110 



55 
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MCe^CCTCt CCCJ tfiaCTMUCtfcTCCACCt CCCCUJX CCCCJlTCCCC^^ S40 
120 130 

CTCcccM^ccccfcccT ttC T CCcci fc Cc a c c c ci^CTCTcccCTraumicc^^ coo 

140 ISO 

TTCTcak T » c c ccc c McnaTn i> irr jttcai «xJi t ^^ hu r um cm 

ISO 170 

ACCcccTCftcccc c TCjfcc aM C ccc a tfcccaa i cccixu.^ 720 
sroc^PKAAcmvycrcviTM 

100 IfO 

ATCfcTaUiCCCCCCW T CatfT CCCC TC> C C6 C CItfC>C>C CCCCC T CCCC» TCBU^ 700 
lIWCCIgeCMCOPSfc VAPMl 
200 210 



STTCCCXmCCGCWCIUCCXCSUlCC 140 
220 230 



T iiatf C aifflia ^CT TCSC CT ia 7T A> T TXCTCMCIMl ^ 900 
240 



ATCCCCAfcCA yJ UkCJUU^CCatfCTCCiAXi^atf ^ X013 
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Seauenzprotokoll E (GluGl : 
Seq IDNo, : 5 

Art der Sequenz: Nukleotid mit entsprechendem Protein 
Sequenziange: 1249 Nukleotide 
Art des MolekUls: cDNA 

Urspriingliche Herkunft: Gerstesamen (Hordeuio vulgare L-) 
Name: GluG (Glukanase) 

Merkmale: 48 bp-lange 5'-nicht ubersetzende Anf anqsregion 

Offenes Ableseraster von 1002 bp 

199 pb-langes 3*-nicht Obersetztes Ende, 

die unterstrichene At-reiche Sequenz bei den Position 1083 und 
1210 sind wahrscheinlich Polyadenylierungssignale, 
die abgeleitete Aminosauresequenz des codierten Praproteins von 
334 Aminosauren wird unterhalb der Nukleotidsequenz angegeben. 



rAciLLLiLJiirnrrnTCCCTiiauuA fo 
» ^ ■ « 

•2t 




ACTCTCCACTCaiTOCCCSTATCCTJLCC^ 
« V Q S lCVCT6TXCII»Lr«»» 

-I 



110 



ti nrrrntr 240 




Tot \ lAVJill«CXfrlIlCX6» 
40 



SO 



(0 ''^ 



XCXXC 3C0 




CCCtaCCCCACCaUJU:a L TCCT CC C CC CCXT^^ 

200 »o 
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35 
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50 



130 130 



TTgCCS LLt,rU.UJUUXC TCTTC*JfcCJaCCCCglClT r^ «oo 
140 150 

70 , ^ . 1^ p i ' ci ' rA Ai=cTrTMn3?g>gTTeem^ «0 

ISO I'^o 

ceccccxcakTCJ^cccTauLCTACccafcccr^^ "o 

P CSZ SLBTATrOfCTTVaOQ 
75 jgo IfO 



fcjfcaucccccTCxcc T i r t n'si ' LLUCi iLLA CoccArccTccxcccecTciAc cccocc too 

200 210 




340 2S0 



a^ccTCc ra"r , Qwya c c r c c xi^ a u cc c cfa ccr gcTC C XCik C cnLCA i ci luuuA rs f(0 

IVCCCrrXBIlKALBTTZr&M 
2<0 270 



40 rvxvQKrcDATSitsrcLrsr 

210 210 



ciiaucTccccwy > TiriaciiTcatfTTCTacrjLCCTCTJLCCTiceTXCCTCMjtfACc loao 

OKStATSZQr* 

300 

T AAATJua TJUkccTociccTJtf craicsTJUiTc cs ccaTcaucT ^ i rrmm rip ciai 1140 
airrc^tfakT c«»ff»rT CcaA CC XAC c i iX4JLJTj^ixu:i^ 1200 

CJlYCCTATCft^ m& JI MT AT Cq L> a ifc T CTtilTCA^^ 124 » 



55 Patentansprijche 

1. Transgener pathogen-resistenter Organismus 

dadurch gekennzeichnet, daB sein Genom mindestens zwei unterschiedliche Gene unter Kontrolle 
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aktiver Promotoren mit pathogen-inhibierender Wtrkung enthalt. 

2. Transgener pathogen-resistenter Organismus nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzelchnet, dafi die Gene fUr Genprodukte codieren, die die Vitalitat von Pitzen 
5 herabsetzen. 

3- Transgener pathogen-resistenter Organismus nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzelchnet, daB die Gene pilzlichen. bakteriellen. pflanzfichen, tierischen oder viralen 
Ursprungs sind. 

10 

4. Transgener pathogen-resistenter Organismus nach Anspruch 2 oder 3, 

dadurch gekennzelchnet, daB die Genprodukte die Pilzresistenz fordemde Eigenschaften haben. 

5. Transgener pathogen-resistenter Organismus nach Anspruch 4, dadurch gekennzelchnet, daB die 
75 Genprodukte 

Chitinase (ChiS. ChiG). Glukanase (GluG). Proteinsynthese-lnhibitor (PSI) und antifungales Protein 
(AFP) 
sind. 

20 6. Transgener pathogen-resistenter Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzelchnet, daB dieser eine Pflanze ist. 

7. Transgener pathogen-resistenter Organismus nach Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, daB es sich 
urn eine Tabak-, Kartoffel-. Erdbeer-, Mais-, Raps- oder Tomatenpflanze handelt. 

25 

8- DNA-Ubertragungsvektoren mit inserierten DNA-Sequenzen nach einem oder mehreren der vorstehen- 
den Anspruche. 

9. Verfahren zur Erzeugung pathogen-resistenter Organismen nach einem der Anspruche 1-7. 
30 dadurch gekennzelchnet, daB in das Genom eines Organismus mindestens ein Gen mit pathogen- 
inhibierender Wirkung transferiert und der pathogen-resistente Organismus 

a) durch Kreuzung des Organismus mit einem gegebenenfalls transgenen welteren Organismus, der 
mindestens ein anderes Gen mit pathogen-inhibierender Wirkung enthalt, und anschlleBende Selek- 
tion und/oder 

35 b) durch Transformation mindestens eines anderen Gens mit pathogen-inhibierender Wirkung in den 

Organismus 
erhalten wird. 

10- Verfahren nach Anspruch 9. 
40 dadurch gekennzelchnet, daB DNA-Ubertragungsvektoren mit inserierten DNA-Sequenzen entspre- 
chend einem Gen mit pathogen-inhibierender Wirkung. wie in einem der Anspruche 1 bis 5 beschrie- 
ben, verwendet werden. 

11. Verfahren zur Erzeugung pathogen resistenter Organismen nach einem der Anspruche 1-7 , 

45 dadurch gekennzelchnet, daB zur Transformation in das Genom eines Organismus Vektoren verwen- 
det werden. die mehr als ein Gen mit pathogen-inhibierender Wirkung umfassen. 

12. Verfahren zur Gewahrleistung der Resistenz von Organismen gegen Pathogene. 

dadurch gekennzelchnet, daB als Organismus ein transgener pathogen-resistenter Organismus nach 
60 einem der Anspruche 1 bis 7 oder ein Organismus, dessen Genom mindestens ein Gen gemaB der 
Definitionen der Anspruche 1 bis 7 enthalt, verwendet und auf den Organismus mindestens eine 
Substanz aufgebracht wird, die nicht durch den Organismus exprimiert wird, aber irgendeinem anderen 
der Genprodukte gemaB den AnsprGchen 1 bis 7 entspricht. 

55 
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Fig.l 
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Fig. 2 
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